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基础 研究 


大 鼠 肾脏 细胞 17pB-HSDI 的 表达 及 参与 性 激素 合成 的 能 力 


张 哲 ',, 王 宏 竹 , 刘 永 惠 ，, 彭 宇 *, 郑 清 莲 ， 
西安 交通 大 学 第 一 附属 医院 ! 中 医科 ,? 康 复 医 学 科 , 陕 西 西安 710061 


摘要 :目的 通过 研究 合成 性 激素 的 关键 酶 17B-HSD1 在 肾脏 中 的 表达 ,探讨 肾脏 是 否 具备 合成 性 激素 的 作用 。 方 法 基于 无 促 
卵泡 生成 素 (FSH) 黄体 生 成 素 (LH) 培 养 基 和 有 FSH、LH 培 养 基 两 种 条 件 下 ,Western blotting .放射 免疫 分 析 法 分 别 检测 培 
养 24.48 h 后 肾脏 细胞 中 17B-HSD1 的 表达 和 性 激素 的 分 泌 情况 。 结 果 培养 24 h 后 ,大 鼠 肾 脏 细胞 能 够 表达 少量 的 
17B-HSD1 蛋白 (0.1843+0.076) ,同时 能 够 分 泌 少 量 的 肉 二 醇 ` 孕 丁 和 畦 酮 (分 别 为 3.30+3.78 nmol/L,62.60+12.33 pmol/L 和 
22.12+3.36 nmolL) ,而 在 FSH 和 LH 的 共同 刺激 下 ,大 鼠 肾 脏 细胞 17B-HSD1 和 蛋白 的 表达 量 明显 升 高 (1.6651+0.044,P<0.01)， 
同时 分 沁 肉 二 醇 . 孕 酮 和 学 酮 的 量 也 显著 增加 (分 别 为 8.50+2.64 nmolL,117.80+9.79 pmol/L 和 45.04+4.39 nmolL, 均 P<0.05)， 
培养 24 hp 和 48 h 上述 指 标 均 无 明显 差异 (P>0.05)。 结 论 大 鼠 肾 脏 细 胞 中 有 17B-HSD1 的 表达 ,并 有 旦 在 FSH 和 LH 的 共 刺 激 下 
能 够 稳定 分 泌 性 激素 ,提示 肾脏 组 织 具 备 合成 性 激素 的 能 力 ,丰富 了 肾脏 的 内 分 泌 功 能 。 
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Expression of 17 beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 in the kidney of rats: the 
capacity of the kidney for synthesizing sex hormones 


ZHANG Zhe'’, WANG Hongzhu’, LIU Yonghui’,, PENG Yu, ZHENG Qinglian’ 
‘Department of Traditional Chinese Medicine, “Department of Rehabilitation Medicine, First Affiliated Hospital of Xi'an Jiaotong University, 
Xi'an 710061, China 


Abstract: Objective To investigate the expression of 17 beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (17B-HSD!1) in the kidney of 
rats and explore the capacity of the kidney for synthesizing sex hormones. Methods The expressions of 17-HSD1 and sex 
hormones were detected by Western blotting and radioimmunoassay in rat renal cells in primary cultured for 24 and 48 h in 
the presence or absence of follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH). Results After cell culture for 24 
h, the primary rat renal cells expressed a low level of 17B-HSD!1 (0.1843+0.076), which increased to 1.6651+0.044 (P<0.01) in 
response to co-stimulation by FSH and LH. Low levels of estradiol, progesterone and testosterone were also detected in rat 
renal cells (3.30+3.78, 62.60+12.33, and 22.12+3.36, respectively), and co-stimulation of FSH and LH significantly increased their 
levels to 8.50+2.64, 117.80+9.79, and 45.04+4.39, respectively (P<0.05). The levels of these hormones showed no significant 
differences between cells cultured for 24 h and 48 h (P>0.05). Conclusion The rat renal cells express 17B-HSD1 and are capable 
of stably secreting sex hormones in response to co-stimulation with FSH and LH, suggesting the capacity of the rat kidneys for 
synthesizing sex hormones. These findings enrich the understanding of the endocrine function of the kidney. 
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17B- 羟 化 类 固 醇 脱氧 酶 1(17B-HSD1) 是 最 先 被 克 
条 和 曾 述 其 结构 特征 的 17B-HSDs 家 族 成 员 之 一 "”, 其 
主要 作用 是 催化 还 原 雌 酮 转变 为 活性 更 高 的 雌 二 醇 。 


织 能 够 表达 参与 和 调节 类 固 醇 激素 合成 的 部 分 酶 类 及 
调节 因子 ,上 述 报道 提示 大 鼠 明 脏 组 织 可 能 具备 合成 和 
分 记性 激素 的 能 力 。17B- 产 类固醇 脱氧 酶 1 


17B-HSD1 在 人 体内 分 布 广泛 六 ,如 胎盘 、 卵 梨 .子宫 内 
膜 ,前列腺 .肝脏 .皮肤 和 脂肪 等 组 织 内 都 有 活性 的 
17B-HSD1 和 蛋白 。17B8-HSD1 在 上 述 组 织 中 的 分 布 与 该 
酶 催化 肉 二 醇 合成 的 作用 相 一 致 。 

有 国外 学 者 “在 大 鼠 肾 脏 皮 质 和 髓 质 内 检测 到 了 
孕 烯 醇 酮 . 雄 烽 二 酮 和 田 酮 的 分 泌 , 并 报道 大 鼠 肾 脏 组 
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(17B-HSD1) 也 是 性 激素 合成 的 关键 酶 之 一 ,其 是 否 在 
大 鼠 肾 脏 组 织 中 表达 并 参与 合成 性 激素 尚未 有 研究 报 
道 ,因此 本 实验 由 在 通过 研究 其 在 大 鼠 凤 脏 中 的 表达 及 
其 在 FSH、LH 共 刺激 下 发 生 的 变化 来 进一步 曾 述 肾脏 
分 泌 或 合成 性 激素 的 途径 ,丰富 肾脏 的 内 分 泌 功能 ,为 后 
续 研究 人 类 肾脏 的 生殖 内 分 泌 功 能 提供 前 期 实验 基础 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 
清洁 级 SD 雌性 成 年 大 鼠 10 只 ,体质 量 为 200~220 g， 
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未 交配 [西安 交通 大 学 医学 院 动 物 中 心 提供 合格 证 号 : 
SCXK( 陕 )2012-002]。 免 抗 17B-HSD1 多 克隆 抗体 ( 美 
国 SANTA CRUZ 公 司 ); 放 免试 剂 盒 (天 津 九 易 生物 制 
品 公司 ); 总 蛋白 提取 试剂 盒 ( 上 海 贝 博 生物 公司 ); 卵泡 
刺激 素 .黄体 生成 素 (德国 Merck 公 司 );Quantity one 凝 
胶 分 析 系 统 ( 美 国 Bio-Rad 公 司 )。 

1.2 实验 方法 

1.2.1 细胞 处 理 和 培养 取出 大 鼠 肾 脏 组 织 ,0.25% 胰 蛋 
白 酶 消化 后 ,移入 细胞 培养 瓶 ,进行 细胞 培养 . 换 液 . 接 
种 及 计数 ,后 将 500 000/ 瓶 的 细胞 接种 到 4 组 孔 板 内 ,分 
为 ABC.D 4 组 。 具 体 如 下 :A 组 继续 原 培 养 基 培养 ， 
24h 后 镜 下 观察 ;B 组 6 孔 板 继续 原 培 养 基 培 养 ,48h 后 
镜 下 观察 ;C 组 用 含有 FSH 40 U/mL 和 LH 40 U/mL 的 
培养 基 培 养 ,24 h 后 镜 下 观察 ;D 组 用 含有 FSH 40 U/mL 
和 LH 40 U/mL 的 培养 基 培 养 ,48 h 后 镜 下 观察 。 最 后 
拍照 。 

1.2.2 Western Blotting 实验 分 别提 取 各 组 细胞 总 蛋白 
样品 ,SDS-PAGE 电泳 , 转 膜 ,封闭 ,加 入 17B-HSD1 多 
克隆 抗体 (1: 100) , 洗 膜 ,加 二 抗 , 洗 膜 ,化 学 发 光 , 曝 光 ， 
显影 , 定 影 , 凝 胶 图 象 分 析 , 对 胶片 进行 拍照 ,使 用 凝 胶 


12h 
图 1 无 FSH 和 LH 的 培养 基 中 肾脏 细胞 随时 间 的 变化 


图 象 处 理 系统 分 析 目 标 带 的 相对 分 子 质 量 。 
1.2.3 放射 免疫 分 析 实 验 放射 免疫 分 析 法 分 别 测定 各 
组 细胞 上 清 液 中 E:( 雌 二 醇 ) P( 孕 酮 ) 和 T( 畦 酮 ) 的 激素 
水 平 。 细 胞 上 清 液 加 入 相应 抗体 并 混 匀 ,恒温 水 浴 锅 水 
浴 1n, 后 加 入 分 离 剂 并 混 匀 ,于 4 % 下 放置 10 min。 在 
FM-2000r 免 疫 计 数 器 上 ,测定 放射 性 计数 ,并 计算 出 细 
胞 上 清 液 中 P、E; 和 TT 的 激素 含量 ,记录 数值 。 
1.3 统计 学 分 析 

实验 数据 用 统计 软件 SPSS 16.0 统 计 软 件 包 进行 
处 理 ,样品 测量 结果 的 数据 用 均 数 + 标准 差 表 示 。 两 组 间 
比较 采用 1 检验 的 比较 方法 ,三 组 及 以 上 之 间 的 比较 采用 
方差 分 析 的 比较 方法 。 以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 

2.1 细胞 培养 结果 

2.1.1 无 FSH、LH 的 培养 基 中 肾脏 细胞 的 交 化 肾脏 细 
胞 在 无 FSH 和 LH 的 培养 基 中 培养 时 ,可 以 看 到 细胞 呈 
梭 形 , 胞 膜 完 整 , 形 态 规 则 , 贴 壁 能 力 较 强 , 生 长 状态 良 
好 。 随 着 培养 时 间 的 延长 ,细胞 的 密集 度 增加 (图 1)。 
2.1.2 含有 FSH、LH 的 培养 基 中 肾脏 细胞 的 变化 肾脏 
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Fig.l Changes of the rat renal cells over time in FSH- and LH-free culture (Inverted microscope, 10x20). A: Group A; B: Group B. 


细胞 在 有 FSH 和 LH 的 培养 基 中 培养 时 ,可 以 观察 到 ， 
细胞 呈 梭 形 , 胞 膜 完整 ,形态 规则 , 贴 壁 能 力 较 强 , 随 着 培 
养 时 间 的 延长 ,细胞 的 密集 度 增加 。 细 胞 的 生长 状态 没 
有 受到 FSH 和 LH 的 影响 (图 2)。 
2.2 Western blotting 实验 结果 

4 组 肾脏 细胞 内 均 可 检测 到 17B-HSD1 和 蛋白 的 表达 
( 表 1 图 3):A 组 和 B 组 细胞 均 表 达 了 少量 的 
17B-HSD1 ,两 组 表达 量 无 明显 差异 (P>0.05);C 组 和 D 
组 细胞 17B-HSD1 的 表达 均 显 著 升 高 ,两 组 之 间 无 明显 
差异 (P>0.05);C 组 和 DD 组 细胞 17B-HSD1 表 达 量 均 明 显 
高 于 A 组 和 B 组 ( 均 P<0.01,A 组 vs C 组 ,B 组 vs DD 组 )。 
2.3 放射 免疫 分 析 实 验 结果 

4 组 细胞 的 上 清 液 内 均 检 测 到 PE 和 工 的 分 泌 ( 表 


2 图 4);A 组 和 B 组 细胞 分 泌 少 量 的 PE 和 T, 两 组 表达 
量 无 明显 差异 (P>0.05);C 组 和 D 组 细胞 分 泌 的 PE 和 
T 均 明显 升 高 ,两 组 之 间 无 明显 差异 (P>0.05);C 组 和 D 
组 细胞 分 泌 的 P.E, 和 TT 的 量 均 明 显 高 于 A 组 和 B 组 ( 均 
P<x0.05,A 组 vs C 组 ,B 组 vs D 组 )。 


3 讨论 

近年 来 ,有 国外 学 者 在 研究 骨 脏 内 分 泌 功 能 时 ,发 
现 肾脏 可 能 具有 分 泌 或 合成 性 激素 的 功能 ,Melina 
等 在 正常 大 鼠 肾 脏 的 皮质 和 髓 质 内 检测 到 了 孕 烯 醇 
醋 、 雄 烯 二 酮 和 墨 酮 的 分 刻 , 且 皮质 孕 烯 醇 酮 的 分 泌 量 
要 高 于 髓 质 ,但 他 们 并 未 进一步 阐释 肾脏 是 如 何 分 泌 或 
合成 性 激素 的 。 
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12h 24h 
图 2 含有 FSH 和 LH 的 培养 基 中 肾脏 细胞 随时 间 的 变化 


Fig.2 Changes of rat renal cells over time in medium containing FSH and LH (Inverted microscope, 10x20). C: Group C; D: Group D. 


表 1 各 组 细胞 内 17B-HSD1 相 对 光 密 度 值 
Tab.1 Relative expression of 17B-HSD1 in 4 groups of cells 
(Mean+SD) 


Group 17B-HSD1 

A 0.1843+0.076 
B 0.1812+0.069^ 
C 1.6651+0.044*^ 
D 1.5987+0.045® 


Compared to A, “P>0.05, *P<0.01, "P<0.01;Compared to B, “P<0.01, 
mp<0.01; Compared to C, "P>0.05. 


A B CG D 
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10| P>0.05 
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图 3 17B-HSD1 在 各 组 肾脏 细胞 内 的 表达 
Fig.3 Expression of 17B-HSD1 in rat renal cell in the 4 groups. 


A: Group A; B: Group B; C: Group C; D: Group D. 


有 实验 证 实 *52 ,大 鼠 肾 脏 组 织 能 够 表达 参与 和 调 
节 类 固 醇 激素 合成 的 部 分 酶 类 及 调节 因子 ,而 且 本 课题 
组 “* 已 在 前 期 的 实验 中 证 实 了 大 鼠 肾 脏 组 织 中 存在 
FSHR 和 LHR 的 表达 ,二 者 信使 RNA 的 表达 量 与 其 在 
卵 梨 组 织 中 的 表达 量 相当 ,以 上 发 现 都 说 明 大 鼠 的 肾脏 
组 织 能 够 表达 性 激素 合成 所 需 的 多 种 关键 物质 ,但 
17B-HSDs 是 性 激素 合成 过 程 最 后 一 步 所 需 的 关键 酶 ， 
目前 尚未 有 研究 报道 其 在 肾脏 组 织 是 否 表达 。 


48h 


表 2 各 组 细胞 上 清 液 中 性 激素 水 平 变化 
Tab.2 Sex hormone levels in rat renal cells in the 4 groups 
(Mean+SD) 


Group n P (pmol/L) E; (nmol/L) T (nmol/L) 
A 6 62.60+12.33 3.30+3.78 22.12+3.36 
B 6 58.90+14.74^ 2.90+4.51“^ 25.70+2.93^ 
G 6 117.80+9.79*^ 8.50+2.64^ 45.04+4.39^ 
D 6 108.40+8.76™ 7.80+3.58® 47.74+4.61™ 


Compared to A, * P>0.05, “* P<0.05, ® P<0.05; Compared to B, “P< 
0.05, "P<0.05; Compared to C, "P>0.05. 
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图 4 各 组 细胞 上 清 液 中 性 激素 水 平 量 
Fig.4 Levels of sex hormone secretion in the cell cultures 
in the 4 groups. 


T (nmol/L) 


17B-HSD1 存 在 于 细胞 质 内 ,以 可 活化 的 二 聚 体 的 
形式 存在 ,最 适 的 底 物 为 肉 酮 ,主要 作用 是 催化 还 原 肉 
酮 转变 成 为 活性 更 高 的 肉 二 醇 ,也 有 将 雄 烯 二 酮 转化 
为 举 酮 的 次 要 作用 ,这 使 它 成 为 合成 肉 二 醇 的 最 终 物 
质 *“”。FSHR、LHR 分 别 与 FSH、LH 结 合 后 ,能 激活 细 
胞 膜 上 的 腺 昔 酸 环 化 酶 ,使 三 磷酸 腺 苷 转化 成 为 二 磷酸 
腺 昔 ,增加 cAMP 的 生成 ,并 释放 cAMP 到 细胞 质 中 , 进 
而 激活 PKA。cAMP 和 PKA 信 号 的 产生 能 诱导 17B- 羟 
化 类 固 醇 脱 氢 酶 基因 的 表达 ,最 终 导致 性 激素 合成 酶 的 
表达 量 增 加 ,性 激素 的 分 泌 量 随 之 而 增加 。 此 次 实验 结 
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果 首 次 发 现 大 鼠 肾 脏 细胞 能 够 表达 少量 的 17B-HSD1 
蛋白 ,同时 能 够 分 泌 少 量 的 雌 二 醇 ` 孕 酮 和 畦 酮 ,而 在 
FSH 和 LH 的 共同 刺激 下 ,大 鼠 骨 脏 细胞 17B-HSD1 和 蛋 
白 的 表达 量 明显 升 高 ,同时 分 泌 性 激素 的 量 也 显著 增 
加 。 由 此 ,结合 课题 组 前 期 的 实验 结果 ,提示 肾脏 具备 
合成 性 激素 的 能 力 , 其 与 生殖 融 官 合成 性 激素 所 需 的 关 
键 物 质 及 调控 方式 是 一 致 的 。 

课题 组 和 国外 的 研究 证 实 大 鼠 肾 脏 组 织 中 有 性 激 
素 的 分 泌 以 及 存在 FSHR、LHR、P450scc、P450arom.、 
P450c17、StAR.、3B-HSD 和 17B-HSDs 等 合成 性 激素 的 
关键 物质 ,这 些 均 提 示 肾 脏 组 织 具备 分 泌 和 合成 性 激素 
的 能 力 ,通过 课题 组 的 系列 研究 有 望 增添 人 类 肾脏 新 的 
内 分 泌 功 能 ,打破 以 往 对 于 传统 性 激素 合成 器 官 的 认 
识 ,为 西医 临床 治疗 性 激素 下 降 的 疾病 提供 新 的 思路 和 
方法 。 肾 脏 具 备 合 成 性 激素 的 功能 将 会 引起 国内 外 同 
行 的 重视 。 
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